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第一章 序論 
 
黄色ブドウ球菌(Staphylococcus aureus)はヒトや動物の常在菌するグラム陽性通性嫌気
性球菌である。本菌はまた日和見感染を引き起こし、メチシリン耐性株(MRSA)は院内感
染の主要起因菌となる。本菌が持つ多彩な病原因子のうち、二成分性 β バレル膜孔形成毒
素(β-PFT)ファミリーは活性発現に S 型成分、F 型成分の２つのタンパク成分を要求する
ユニークな毒素であり、Leukocidin (Luk)や γ-hemolysin (Hlg)、Pantone Valentine Leukocidin 
(PVL)、LukED、LukMFPV83 などがそれに含まれる。現在まで発現された二成分性膜孔
形成毒素はすべて白血球系細胞を標的とし、細胞膜上に β バレル型膜孔を形成すること、
感染時の宿主免疫の回避に重要であると考えられている。一部の毒素は動物種特異性を示
し、PVL はヒト白血球に、LukMFPV83 はウシ白血球に特異的である。一方、γ-hemolysin
は極めて微量の作用量でヒト赤血球溶血活性を持ち、ヘム鉄の獲得に関わっている(1)。 
 LukED は二成分性 β-PFT の中で細胞特異性が最も広く、ウサギ、ネズミおよびヒトの
白血球系細胞に加え、ヒト T リンパ球およびウサギ赤血球溶血活性を持つ。本毒素遺伝
子を保有する株はヒトやウシの臨床分離株の過半数に達し、さらに最近では LukED によ
る宿主貪食細胞の崩壊がネズミ全身感染を促進することや、LukED の分泌が宿主体内に
おける本菌の増殖促進に関わることが報告されている(2)。 
二成分性 β-PFT の膜孔形成機構は γ-hemolysin において詳細に研究されている。まず
LukF の初発の赤血球への結合により Hlg2 の結合が効率化され、標的細胞膜でリング状複
合体を形成した後、ヘテロ八量体の β-バレルの膜孔を形成する(Fig. 1) (1, 3, 4)。一方 Luk
をはじめとする leukocidin では、LukS が先に白血球膜に結合し、次いで LukF の結合が起
こる(5)。その後は γ-hemolysin と同様の過程を経て膜孔を形成し、白血球を膨潤させる。 
当研究室では、作用過程の第一段階である毒素成分の細胞への吸着段階について、
γ-hemolusin と leukocidin の共通性分である LukF 型成分を中心に解析を進めてきた。LukF
は赤血球膜を形成するホスファチディルコリン (PC) またはスフィンゴミエリン (SM) 
のコリン残基と結合する部位(PC 結合部位)を有し、W177、E192、R198 が活性に必須残
基であること(6)、Tyr72 および W257, F260, Y261 などの芳香属残基が赤血球結合に必須で
あること(7)を見いだしている。これらの残基は全て、LukF 分子中の膜孔形成時に赤血球
と接する rim domain の loop 構造内に位置する。 
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一方 LukF は Hlg と Luk の共通性分であり、Hlg2 とともに γ-hemolysin 活性が、LukS
とともに leukocidin 活性が現れることから、S 型成分が２成分性毒素の細胞特異性を規定
していると考えられている(1)。しかし S 型成分の細胞特異性に関わる領域については当
研究室で行われた初期の報告以来、進んでいなかった。 
そこで、当研究室では特に赤血球結合に関わる領域に注目し、私が LukE の、竹下が
Hlg2 のヒト赤血球結合並びに溶血活性に重要なドメインの探索を行った。その間に、い
くつかの毒素レセプターが次々に同定された。LukED ではヒト T リンパ球表層の CCR5、
多形核白血球表層の CXCR1 および CXCR2、赤血球表層の DARC が毒素活性に関わるこ
とが示された(2, 8, 9, 10)。これらのうち、CXCR1、CXCR2、DARC は Hlg2 でも共通と考
えられている。これら最新の知見を受けて、ヒト赤血球およびヒトTリンパ球表層のCCR5
認識に関わる LukE と Hlg2 の各ループの役割について比較解析を行った。 
 
第二章 LukED の赤血球崩壊活性の解析 
 
 私が研究を開始した時点では、LukED の赤血球崩壊に関してデータとして示された論
文がなかった。そこで、LukE および LukD の発現プラスミドを構築し、組換え毒素を用
いて様々な哺乳類の赤血球に対する活性を比較した。 
 まず、LukED はヒト白血球（105 Cells）に対して 100 pmol ずつ等量添加することで、
37℃、10 分で膨潤活性が確認された。この強度は Luk や PVL と同程度であった。 
 その毒素を用い、ヒト、ウシ、イヌ、ウマ、ウサギ、ヒツジの赤血球に対して様々な濃
度で作用させ、37℃で 1 時間保温後の溶血活性を測定した (Fig. 2)。その結果、ヒツジ、
ウサギ、イヌでは、10 個の赤血球に対し、それぞれ 24.0、34.2、36.0 pmol の LukE と LukD
で 50％溶血活性を示した。ウシ、ヒトではそれらより高い、42.5、72.0 pmol を、ウマ赤
血球はさらに高い 520 pmol を要した。Hlg はヒト赤血球崩壊活性が非常に強く、108 Cells
の 50％崩壊に要する毒素量は 2.5 pmol にすぎないが、それ以外の leukocidin はヒト赤血球
溶血活性を示さないことから(1)、LukED は高い溶血活性を持つ leukocidin であることが
確認され、白血球、リンパ球から赤血球まで幅広い血球系細胞に作用することが明らか
になった。 
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第３章 LukE のヒト赤血球認識に関わる領域の解析 
a) S 型成分のアミノ酸配列の比較、変異体の構築 
Hlg2 の膜孔構造 (4) において、非常に類似した立体構造を持つ S 型成分と F 型成分が
交互に配置して hetero octamer を形成している(4)。F 型、S 型成分とも、標的細胞に接す
る rim domain には Loop-1, 2, 3, 4 と名付けた 4 つのループ構造が見られ、LukF で明らかに
なっている赤血球結合に関わる芳香属残基のうち Y72 は LukF の Loop1 に、W257、F260
と Y261 は Loop-4 に位置している。F 型成分間ではループ部位を含めて全体に渡って高い
アミノ酸同一性を示す。一方、S 型成分間ではこれらループ領域に異なるアミノ酸が集中
していることから、これらの領域が細胞表面認識に関与すること考えた。特に各ループ構
造の先端あり、rim domain の分子表面から押し出された形の領域にある残基を細胞と相互
作用する残基の候補として着目した (Figs. 3A and B)。また S 型成分は PC binding domain
を欠くが、LukF のそれを形成する W177 は Hlg2 では loop2 の N167 に相当する。同様に
して、S 型成分 Hlg2, LukE および LukS-PV の loop 領域として、Table に示した領域を抽
出した。更に白血球崩壊においてそのリン酸化が必須となる Z-region (11)は LukS-PV の 
Loop-4 の直前に位置し、Hlg2 と LukE には存在しない。また、Hlg2 の Loop-D は rim domain
ではないが、LukS の該当領域と置換することで溶血活性が激減する(1)。 
そこで、ヒト赤血球に対する溶血活性のループ領域の効果を明らかにするために、ヒト
赤血球崩壊活性を持つ Hlg2 と LukE、およびヒト赤血球溶血活性を持たない LukS-PV の
各 loop 領域のアミノ酸を置換した一連の変異体を作成した (Table)。 
 
b) LukE の loop 変異体の赤血球溶血活性に対する影響の解析 
 Hlg2 の標的細胞への結合に関与する領域は当研究室の竹下によって解析された。Hlg2
のループ領域を LukS-PV型に交換した変異体を LukFとともにヒト赤血球(HRBCs)に作用
させた結果、Loop-4 変異は溶血活性を失ったが Loop-1 と２の影響は弱かった。Loop-3 置
換は活性に影響しなかった。逆に LukS-PV のループ部を Hlg２型に置換した場合は、
Loop-4 単独では溶血活性を示さなかったが、Z 領域の除去では 500 pmol/108 HRBCs の毒
素量で反応後に約 10％の溶血が見られた。さらに Loop-1、2 の追加変異によって 100％の
溶血に至った。以上より、Hlg２では Loop-4 は赤血球認識に必須であり、Loop-1 と 2 は
補助的に働いていることが明らかになった (12)。さらに cap ドメインに存在する Loop-D
は細胞への吸着した後の膜孔形成の段階に関与していることを見いだした(12)。 
一方、LukE のループ領域を LukS-PV 型に置換した変異体を LukD とともにヒト赤血球
に作用させた結果、Loop４変異体[LukE(L4)SPV]は 100 pmol/108 HRBCs を添加し、1 h 反
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応させても溶血活は見られなかった。一方 Loop-3 の置換は活性をやや増加させた。(Fig. 
4A)。興味深いことに、Hlg2 とは異なり Loop1[LukE(L1)SPV]および Loop2[LukE(L2)SPV]
一重変異体でも溶血活性が激減した。これらの変異体の溶血活性の低下はヒト赤血球に対
する結合能力の減少が原因となっていた(Fig. 4B)。 
逆に、LukS-PV に LukE の Loop-4 を導入した場合[SPV(L4)LukE]、LukD と対にした場
合は 100 pmol/108 HRBCs の毒素量で約３％とわずかな溶血を示すにすぎなかった。しか
し LukF と対にすると 100 pmol/108 HRBCs の毒素量で 60％近い溶血活性が観察された 
(Fig. 5)。この活性は Z-region の挿入[PVSL4ZE]や、[Loop2[SPV(L2,4)LukE]や Loop-1、2
追加変異導入[SPV(L1,2,4)LukE]でも変化せず、これらの応答はいずれも Hlg2 の場合とは
異なっていた。すなわち、Hlg2 と LukE の各 Loop のアミノ酸配列が異なることと合わせ、
両者の赤血球認識機構は異なると推定した。 
 
c) LukE の loop を Hlg2 型とした変異の赤血球溶血活性に対する影響 
そこで、LukE との各ループを Hlg２型に置換した変異体の活性を解析した。その結果、
非常に興味深いことに、LukE の Loop-4 領域を Hlg2 型に置換した変異体は[LukE(L4)Hlg2]
溶血活性を失い、Loop-2 変異体[LukE(L2)Hlg2]でも溶血活性は激減した。逆に Loop-1 置
換変異体[LukE(L1)Hlg2]は、Loop-3、Loop-D 置換体以上に溶血活性を上昇させた (Fig. 4C)。
これらの変化は、変異体の赤血球結合能力と相関していた（Fig. 4D）これらの結果から、
LukE と Hlg2 の赤血球結合にはいずれも Loop-4 が強く関与しているが、LukE の赤血球結
合能力に Hlg2 の Loop-4 は寄与しないことを示している。 
2015 年に LukE および Hlg２は共に赤血球表層の DARC を認識することが報告された
（10）。この中で、DARC の細胞表層の露出したループ部(ECLs)の変異体解析から、LukE
と Hlg2 により認識される DARC の部位が異なる可能性が示されている。その詳細を明ら
かにするためには、今後、毒素 rim domain と DARC の ECLs の相互作用を分子レベルで
解析していく必要がある。 
 
第４章 二成分性毒素のヒト赤血球崩壊活性と F 型成分 
 逆に、LukE の loop-4 を導入した Hlg2 変異体[Hlg2(L4)LukE]でも LukD との組み合わせ
で溶血活性の明確な低下が見られた(Fig. 6B)。ところが Hlg2(L4)LukE の赤血球への結合
量は Hlg2 より多く、十分量が赤血球に結合していると考えられた(Fig. 6D)。Hlg2 は LukD
との組み合わせでも溶血活性を示すが、100％溶血に至るのに 40 pmol を要するなど、本
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来の F 成分との組み合わせより活性が落ちる(Fig. 6A, B)。一方で LukF および LukD は一
定量が結合していた(Figs. 6E, F)。そこで Hlg2(L4)LukE の活性を LukF と組み合わせたと
ころ、野生型 Hlg2 とそう程度の活性を示した。以上の結果、溶血活性の強度には F 成分
も関与していることが示唆された。LukD との組み合わせで活性を示さなかった
LukE(L4)Hlg2 も、LukF と組み合わせると結合量が増加し、弱い溶血活性を示した。(Figs. 
6A, B, G, H)。 
 二成分性毒素は S 型、F 型成分を入れ替えても活性を示し、両者は互換性が有るとされ
ている。実際、定性的にはその関係は成り立つが、S 型成分と F 型成分は遺伝子がオペロ
ンを組んでおり、活性や細胞特異性に関しても協調して進化して来た可能性がある。二成
分性β-PFT の宿主特異的膜孔形成機構の詳細を解明するためには、S 型成分の細胞認識
に加え、F 型成分が細胞認識、あるいはその後の膜孔形成にどのように関与するのかを解
析することが今後の課題である。 
 
第５章 二成分性毒素のリンパ球レセプター認識と F 型成分 
Hlg2 及び LukE の両方がヒト赤血球上の DARC を認識するが、LukE のみが CCR5 をヒ
トリンパ球の表面上のレセプターとして認識する(9, 13)。そこで、ヒトリンパ球レセプタ
ーCCR5 の認識に対する LukE の各ループの効果を評価するために、小野薬品工業（株）
の多田秀明らの協力で、各変異体のヒト CCR5 発現 CHO-K1（hCCR5 / CHO-K1）細胞に
対する細胞傷害活性を検討した。LukE の loop-4 を LukS-PV[LukE(L4)SPV]または
HIg2[LukE(L4)Hlg2]と置換すると、hCCR5 / CHO-K1 に対する細胞傷害活性が 1/10 および
1/30 に減少したのことから、LukE の Loop-4 は CCR5 認識にも関与していることが示唆さ
れた。HIg2の loop-1を有するLukE変異体[LukE(L1)Hlg2]わずかな減少を示した (Fig. 7A)。
対照的に、LukE の loop-2 および 3 と Hlg2 または LukS-PV の変異体[LukE(L2)HS、
LukE(L2)SPV、LukE(L3)Hlg2 および LukE(L3)SPV]は、低用量（0.03-0.1μg/ ml）で細胞傷
害活性を部分的に増加させた (Fig. 7B)。 
ところが、Hlg2 の loop-4 を LukE 型とした変異体は[Hlg2(L4)LukE] LukD との組み合わ
せでは濃度を 30μg/ ml 間で上げてもわずかな CCR5 依存的細胞傷害性しか示さず、その
程度は野生型 Hlg2 と同程度であった(Fig. 8A, C)。そこで LukF とともに作用させたとこ
ろ、赤血球と同様、hCCR5 / CHO-K1 に対しても F 型成分との組み合わせ効果が見られ、
HSL4E と Hlg2 いずれも CCR5 依存的細胞傷害活性は顕著的に増加した(Fig. 8B、D)。実
際の細胞では Hlg２による活性はこれまで観察されておらず、レセプターとの相互作用に
加え、さらに活性に関与する因子がある可能性があり、今後の研究が期待される。 
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総括  
 
1. LukED は幅広い哺乳類赤血球に対して溶血活性を示した。その強度には種差があり、
また Hlg に比べ多量の毒素を必要とした。 
2. LukD と組み合わせた場合、LukE の Loop4 領域はヒト赤血球への結合および溶血活
性に最も重要である。Loop2 はヒト赤血球への結合を補助して溶血に貢献する。しか
し Hlg2 で Loop4 の完全な互換性はなかった。 
3. LukS−PV および Hlg2 と LukE との間の Loop4 置換変異体の溶血活性は F 型成分との
組み合わせで変化した。 
4. LukE の Loop4 は hCCR5 に対する細胞傷害活性にも関与する。hCCR5 異存的な細胞
障害活性は F 型成分との組み合わせでも変化し、Hlg2 と LukF が hCCR5 異存的細胞
障害活性を示すことを見いだした。 
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Fig. 1. Model of pore forming process of γ-hemolysin 
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Fig.  2. LukED hemolytic activity against mammalian erythrocytes. 
Hemolytic activity of LukED against mammalian erythrocytes. Mammalia erythrocytes 
(108 cells) were incubated at 37℃ with various amounts of both LukE and LukD  (in the 
ratio 1:1) in 350microl of PBS, as indicated in the figure. After 1 h, the amount of hemoglobin 
in the supernatants was measured 
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Fig. 3.  Loop structures in S-component.   
A) Alignment of S-components amino acid sequences. Loops 1–4 and Z-region in the rim 
domain and D-region in the cap domain were indicated. B) Side view of the Hlg2 protomer 
extracted from the octameric pore structure (pdb:3B07). The cap, rim, and stem domains are 
indicated. Position of loops 1–4 and D are depicted. C) Bottom and side views of the LukE 
monomer (pdb:3ROH). Prestem is indicated by an arrow 
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Fig. 4. Effect of looHlg2 and LukE. 
  Hemolytic activity (A) and binding ability (B) of LukE loop-replacement mutation between 
oop-replaced mutants with LukS-PV loops. Human erythrocytes (108  cells) were incubated 
at 37˚C with various amounts of both loop-replaced LukE mutants and LukD  (in the ratio 
1:1) in 350microl of PBS, as indicated in the figure. After 1 h, the amount of hemoglobin in 
the supernatants was measured. In parallel, the amount of membrane-bound LukE mutants on 
the erythrocyte membrane at 100 pmol of each component was quantified by western blot 
analysis using anti-Hlg2 antiserum. Hemolytic activity (C) and binding ability (D) of LukE 
loop-replaced mutants with Hlg2 loops was analyzed in the same manner. Error bars represent 
standard deviations of triplicate measurements, and asterisks indicate the statistical 
significance (**; P ≤ 0.01). 
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Fig. 5. Analyses of LukS-PV loop-replacement mutation by corresponding LukE 
residue(s). 
Human erythrocytes (108 cells) were incubated at 37°C for 120 min with 500 pmol of both 
loop-replaced LukS-PV mutants and LukF or LukD  (in the ratio 1:1) in 350µl of PBS. The 
amount of hemoglobin in the supernatants was measured after 1-h incubation, and hemolytic 
activity combined with LukF or LukD was indicated by open and closed bar, respectively. 
Error bars represent the standard deviations of triplicate measurements.  
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Fig. 6. Combinatorial effect of S-component loop-4 mutants and F-components on 
hemolysis.  
Hemolytic activity and binding ability of S- and F-components with LukF (A, C, E, G) and 
with LukD (B, D, F, H). Human erythrocytes (108 cells) were incubated at 37°C with various 
amounts of both S-component and F-components  (in the ratio 1:1) in 350 µl of PBS(-), as 
indicated in the figure. After 1 h, the amount of hemoglobin in the supernatants was measured 
(A, B). In parallel, the amount of membrane-bound S- and F-components on the erythrocyte 
membrane at 50 pmol of each component was quantified by western blot analysis using 
anti-Hlg2 and anti-LukF antisera (C-F). The amount of LukE(L4)Hlg2 bound to the 
erythrocyte membrane at 100 pmol was quantified by western blot analysis using anti-Hlg2 
antiserum (G and H). Error bars represent the standard deviations of triplicate measurements, 
and asterisks indicate the statistical significance (**; P ≤ 0.01). 
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Fig. 8. Combinatorial effect of S-component loop-4 mutants with F-components on 
cytotoxic activity against CHO cells expressing hCCR5. 
     Cytotoxic activity of S-components with LukD (A) and LukF (B) against hCCR5/CHO 
cells. See details in the legend of Fig. 7. Panels (C) and (D) show the cytotoxic activity upon 
using LukD and LukF against mock cells. Error bars represent the standard deviations of 
triplicate measurements. 
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論文審査の結果の要旨及び担当者
氏 名 彭 昭
審 査 委 員
主査： 准教授 金子 淳 
副査： 教授 磯貝 恵美子 教授 内田 隆文 
学 位 論 文 題 目
黄色ブドウ球菌二成分性膜孔形成毒素 LukED の S 成分の細胞特異性に関する
解析
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨
黄色ブドウ球菌は２種類のβバレル膜孔形成毒素を産生する。当研究室ではγヘモリジン（Hlg）/ロイコシジ
ン（Luk）ではそれぞれ 2 成分が協調して作動して特異的に赤血球/白血球を認識し、細胞膜上に両成分を分子
比 1:1 で含む膜孔を形成することを解明してきた。さらに Hlg の２成分の８量体膜孔、並びにリング状膜孔前駆
体で留まる変異体の構造を世界に先駆けて明らかにし、膜孔形成時にβバレルが２段階に伸展して膜を貫通する
モデルを提唱した。
本博士論文は二成分性毒素が標的細胞に作用する最初の段階である S 成分の血球認識機構に注目した。二成
分性毒素には菌のゲノム上にコードされている Hlg/Luk に加え、溶原化ファージにコードされ、ヒト白血球特
異的な Panton-Valentine leukocidin や病原遺伝子島にコードされている LukED などのバリアントが存在し、
株によって複数の２成分性毒素の S 及び F 成分を産生する。これらのうち、ヒト赤血球崩壊活性が報告されて
いるのは Hlg を除けば LukED (LukE+LukD)のみである。LukED はヒト及びウシの臨床分離株が高率に保有
しおり、さらに黄色ブドウ球菌の膜孔形成毒素のうち、LukD だけがリンパ球に対して作用することができるこ
とから、ヒト及びウシにおけるブドウ球菌の感染成立と病態発現に重要な役割を果たしていると考えられる。
  そこで本博士論文では LukED の赤血球崩壊活性に注目し、LukED の二つの成分 LukE 及び LukD の大腸菌
発現系を構築した。N-末端(His6)タグを融合した組換え体毒素成分を大腸菌で発現・精製し、ロイコシジン活性
を確認した。
 この標品を用い、家畜としてヒトと関わりのある哺乳類の赤血球に対する溶血活性を検討し、ヒト並びに乳房
炎が問題となるウシをはじめ、イヌ、ウサギ、ヒツジで溶血活性を確認し、さらに Hlg が作用しないウマ赤血
球でも溶血が確認した。これらの事実は、LukED が広い血球細胞認識能を駆使し、広くヒト及び家畜の黄色ブ
ドウ球菌感染に寄与している可能性を示した。
続いて大腸菌発現系を駆使し、LukED における血球認識に寄与する S 成分である LukE のヒト赤血球認識に
関与する領域（アミノ酸）を解析した。S 型成分の立体構造及びアミノ酸配列比較から、膜孔形成時に標的細胞
膜に接し、かつアミノ酸の保存性が低い「rim ドメイン loop」に注目し、それらを血球認識が異なる S 型成分
間で交換した変異体を構築して、ヒト赤血球崩壊活性及び血球結合性を検討した。ヒト赤血球に結合しない
LukS-PV 成分との交換変異体では、LukE の loop4 は赤血球認識・及び溶血に関与しており、Loop1 と 2 は補
助的に働くことが示唆された。本研究と並行して竹下により進められていた Hlg の Hlg2 成分の結果でも同様の
結果が得られていたが、LukE の Loop4 は Hlg2 との交換はできず、LukE と Hlg2 の赤血球レセプターの認識
機構が異なる可能性が示された。本博士論文研究を進めている間にアメリカのグループによって二成分性毒素の
血球表層のレセプターが明らかにされ、LukE と Hlg2 は共に Duffy antigen/chemokine receptor を認識する。
さらにLukEのリンパ球でのレセプターとして同定されたC-C chemokine receptor type 5(CCR5)異存的な細胞
障害活性に対する解析から、赤血球認識と同様 loop4 が関与することに加え、Hlg も活性を示すことを発見した。
本博士論文の成果は、異なるアミノ酸配列を持つ各 S 成分 loop とレセプター分子との相互作用研究の基盤とな
る。さらに LukE と Hlg2 の交換変異体の活性は、対となる型成分の影響を受けることを見いだした。二成分性
毒素の遺伝子は S 及び F 成分の遺伝子はタンデムに並んで配置しており、それらが本来の組み合わせとなる。
これまで、S 成分の「rim ドメイン loop」が血球認識に関わることを明らかにして来た。F 型成分の違いが影響
標的細胞表層への 2 成分の結合以降、βバレルを形成するまでの過程に影響するという発見は、二成分性毒素の
分子機構に新たな一石を投じた。
 以上、本博士論文の成果は、細菌学的見地から黄色ブドウ球菌の二成分性毒素の細胞認識及び細胞特異的な活
性の発現の機構を構造化学的に論ずる上で必須の知見を与えるばかりではなく、ナノテクノロジーの視点から細
胞特異的に膜孔を形成するナノマシンへの応用研究に向けた二成分性毒素の分子設計の基盤となる。そこで審査
員一同は、彭昭氏に対して、博士（農学）の学位を授与するに値するものと判定した。
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